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西地那非对 Ｃａｃｏ２细胞增殖及对 ＮＣＭ４６０细胞炎症
反应的影响
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摘　要　为了探究西地那非对Ｃａｃｏ２细胞增殖的抑制作用及其对甲萘醌诱导的ＮＣＭ４６０细胞炎症模型的抗炎作用，采用
ＭＴＴ法测定细胞的增殖能力；荧光探针法测定细胞内活性氧（ＲＯＳ）及一氧化氮（ＮＯ）水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃａｃｏ２细胞中
ｅＮＯＳ／ＥＲＫ／ＪＮＫ通路相关蛋白表达水平及ＮＣＭ４６０细胞中相关炎症因子的蛋白表达水平；分光光度法测定西地那非对干
酪乳杆菌及鼠李糖杆菌两种益生菌生长的影响。结果显示：西地那非可显著抑制 Ｃａｃｏ２细胞的增殖，上调 Ｃａｃｏ２细胞内
ｅＮＯＳ、ｐｅＮＯＳ、ｐＪＮＫ１／２及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平。西地那非与ＮＧＬ硝基精氨酸甲酯（ＬＮＡＭＥ）联用后，ｅＮＯＳ、ｐｅＮＯＳ、
ｐＪＮＫ１／２及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平较西地那非组明显降低。与甲萘醌组相比，西地那非可明显降低 ＮＣＭ４６０细胞内
ＲＯＳ水平，下调ＩＬ６、ＩＬ１β、ｐ６２、ＴＮＦα蛋白表达水平。且高浓度西地那非对干酪乳杆菌及鼠李糖乳杆菌并无明显毒性。
研究结果表明：西地那非在不破坏菌群稳态平衡的情况下，有效地抑制了肠道细胞炎症反应，通过抵抗外界条件引起的肠

道细胞内的氧化应激反应，预防结直肠癌的发生。
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　　近年来，结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）已
经被列为全球第三大致命肿瘤，其发病率和病死率

都持续增高［１］。全世界范围内每年有１４０万例新
的结直肠癌病例，其中有 ７０万患者死于结直肠
癌［２］。绝大多数ＣＲＣ与以下因素有关，如饮食、运
动、体重、食物传播的诱变剂、特定的肠道菌群和慢

性肠道炎症等［３］。通常，炎症性肠病（如溃疡性结

肠炎或克罗恩病）患者发生结直肠癌的可能性比

正常人高２～５倍［４－５］。根据流行病学研究，长期

使用消炎药可以降低消化道肿瘤患者的病死

率［６］。肠道内稳态的维持也依赖于肠道微生物耐

受性和炎症状态之间的平衡［７］。

利用植物来源的化合物、维生素和营养补充剂

进行的化学预防被认为是传统的肿瘤预防方法，但

近年来，基于炎症在各种肿瘤形成过程中所发挥的

作用，人们对其化学预防进行了更广泛的探索。结

直肠癌作为一种常见的上皮性肿瘤，潜伏期近２０
年，在这段较长的时间内，化学预防对于抑制结直肠

癌的转移可发挥作用［８－９］。氧化应激是目前已知的

ＣＲＣ的病因，通过ＤＮＡ损伤和癌基因突变以及肿瘤
细胞增殖途径而激活［１０－１１］。同时氧化应激是细胞

与组织的氧化和抗氧化系统之间失衡及氧化自由基

和相关活性氧过量产生的结果［１０］。外源性天然抗

氧化剂具有抗炎作用，可用于化学预防ＣＲＣ［１２－１５］。
在人体内，与邻近正常组织细胞相比，５型磷

酸二酯酶（ＰＤＥ５）在结肠癌、膀胱癌、转移性乳腺
癌、前列腺癌、胰腺癌和肺癌等多种肿瘤中表达量

相对较高［１６］。西地那非（ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ）作为 ＰＤＥ５的
选择性抑制剂，因其是第１个口服治疗男性勃起功
能障碍药物而被人们所知。其结构与环磷酸鸟苷

（ｃＧＭＰ）结构相似，通过与 ＰＤＥ５竞争性结合后，可
显著提高ｃＧＭＰ水平，激活蛋白激酶Ｇ（ＰＫＧ），ＰＫＧ
激活ＡＭＰＫ和 ＳＩＲＴ１，随后通过增强 ＰＧＣ１α的活

性［１７］，诱导抗氧化酶的表达，从而抑制活性氧

（ＲＯＳ）的产生［１８］。这些研究表明 ＰＤＥ５可能在肿
瘤发生中起重要作用，靶向ＰＤＥ５可能是一种有广
泛前景的抗肿瘤方法。西地那非能抑制ＲＯＳ的产
生，或许可用于化学预防 ＣＲＣ。大量的研究表明，
通过外源性ＲＯＳ可以探究氧化应激的信号传导和
细胞毒性反应［１９］，但外源性 ＲＯＳ引起的氧化损伤
难以直接产生生理状态下细胞所发生的生理反应。

甲萘醌（ｍｅｎａｄｉｏｎｅ）是一种多环芳香族酮，可作为
维生素Ｋ合成的前体，通过氧化还原体系不断在
细胞体内产生 ＲＯＳ，较高浓度的甲萘醌可诱发与
组织损伤、线粒体 ＤＮＡ损伤和细胞死亡相关的氧
化应激［２０－２２］。由于甲萘醌在细胞内可建立内源性

ＲＯＳ，更易观察生理状态下细胞所发生的生理反
应，因此本实验以西地那非为研究对象，以甲萘醌

诱导ＮＣＭ４６０细胞为肠道细胞炎症模型，探讨西地
那非抵抗肠道炎症的作用，并研究其对肠道益生菌

干酪乳杆菌和鼠李糖杆菌的生长影响，为其发挥肠

道保护作用及预防结直肠癌作用提供实验依据及

理论参考。
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１１　药品与试剂
西地那非（上海源叶生物科技有限公司）；甲

萘醌（美国ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；活性氧检测试
剂盒、一氧化氮检测试剂盒、ＮＧＬ硝基精氨酸甲酯
（ＮＧｎｉｔｒｏＬａｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，ＬＮＡＭＥ）（上海
碧云天生物技术研究所）；ｅＮＯＳ抗体（北京 Ｉｍｍｕ
ｎｏＷａｙ公司）；ｐｅＮＯＳ抗体（天津市莱博科技有限
公司）；ｐＪＮＫ１／２抗体、ｐＥＲＫ１／２抗体、ｐ６２抗体
（上海Ａｂｃａｍ公司）；ＩＬ１β抗体、ＩＬ６抗体、ＴＮＦα
抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；βａｃｔｉｎ抗体（美国
ＳｉｇｎａｌｗａｙＡｎｔｉｂｏｄｙ公司）。
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１２　仪　器
ＣＭａｘＰｌｕｓ光吸收型单功能酶标仪（美国

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；紫外分光光度计（北京普
析通用有限公司）；Ｏｄｙｓｓｅｙ红外激光成像系统（美
国ＬＩＣＯＲ公司）；激光扫描共聚焦显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１３　细　胞

人源结肠上皮细胞ＮＣＭ４６０（上海慧颖生物科
技有限公司）；干酪乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｓｅｉ，本实
验室保存）；人源结肠癌细胞 Ｃａｃｏ２（中科院干细
胞库／干细胞技术平台）；鼠李糖乳杆菌 ＣＩＣＣ６１４１
（ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓＣＩＣＣ６１４１，中国工业微生
物菌种保藏管理中心）。

'

　方　法

２１　西地那非和甲萘醌的配制
避光条件下分别称取一定量的西地那非和甲

萘醌固体粉末于ＥＰ管中，加入ＤＭＳＯ，摇晃使之充
分溶解，使母液浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ，过膜除菌后分
装于４℃保存。
２２　西地那非对ＮＣＭ４６０、Ｃａｃｏ２细胞增殖的影响

将ＮＣＭ４６０、Ｃａｃｏ２细胞分别接种于 ９６孔板
下，５％ ＣＯ２，３７℃下过夜孵育，细胞覆盖率达到
７０％～８０％时，设对照组和实验组进行实验，对照组
不加西地那非，实验组用１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ西地
那非分别处理细胞２４ｈ，ＭＴＴ法检测细胞增殖的能
力：每组设６个复孔，培养结束后每孔加入５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃培养箱避光继续培养４ｈ，
之后弃去培养液，每孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
１５０μＬ，在酶标仪４９０ｎｍ波长处测定吸收度。
２３　西地那非对肠道细胞内ＮＯ及ＲＯＳ水平的影响

将对数生长期的 ＮＣＭ４６０、Ｃａｃｏ２细胞分别接
种于６孔板。待细胞贴壁生长后，设对照组和实验
组进行实验。对照组不加西地那非，实验组选取

４０μｍｏｌ／Ｌ西地那非处理细胞２４ｈ，随后弃掉培养
基，ＰＢＳ清洗３次。分别采用 ＤＡＦＦＭＤＡ探针和
ＤＣＦＨＤＡ探针法检测细胞内 ＮＯ和 ＲＯＳ水平：避
光条件下，加入稀释好的探针２５０μＬ，置于３７℃
培养箱孵育２０ｍｉｎ后，弃掉荧光探针，用ＰＢＳ洗涤
３～５次，于共聚焦显微镜下分别选取激发波长４９５
和４８８ｎｍ进行观察，并拍照记录结果，检测细胞内
ＮＯ和ＲＯＳ水平。

２４　西地那非对 Ｃａｃｏ２细胞中 ｅＮＯＳ／ＥＲＫ／ＪＮＫ
通路的影响

将对数期的 Ｃａｃｏ２细胞接种在６孔板中，至
细胞覆盖率达到８０％以上，弃掉上清，加入基础培
养基２ｍＬ，设对照组、西地那非组、联合给药组，其
中对照组不加药，西地那非组只加入西地那非（终

浓度４０μｍｏｌ／Ｌ），联合给药组加入西地那非（终浓
度４０μｍｏｌ／Ｌ）与 ｅＮＯＳ抑制剂 ＬＮＡＭＥ（终浓度
１００μｍｏｌ／Ｌ）的混合液，各组分别处理细胞２４ｈ，用
预冷的 ＰＢＳ清洗 ３次。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组
ｅＮＯＳ、ｐｅＮＯＳ、ｐＪＮＫ１／２及 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水
平：每孔加入蛋白裂解液１５０μＬ，收集蛋白，将经过
煮沸、冷却后离心的总蛋白，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
（电泳参数：８０Ｖ、３０ｍｉｎ；１２０Ｖ、９０ｍｉｎ），之后转移
到硝酸纤维素膜上，用５％脱脂奶粉溶液将转好的
硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）封闭１ｈ，ＴＢＳ溶液洗涤３次，
４℃条件下与相应一抗过夜孵育１５ｈ以上。之后回
收一抗，ＰＢＳ洗涤３次，加入二抗（１∶５０００）５ｍＬ于
常温条件下避光孵育２ｈ，重复洗涤，将ＮＣ膜平铺
于Ｏｄｙｓｓｅｙ红外激光成像系统中，设置程序，进行数
据分析，采用ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值。
２５　甲萘醌诱导肠道细胞建立炎症细胞模型

将对数生长期的 ＮＣＭ４６０细胞接种 ６孔板。
细胞覆盖率达到７０％ ～８０％时，设对照组和实验
组进行实验，对照组不加甲萘醌，实验组用５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ甲萘醌分别处理细胞 ２４ｈ，吸弃培养
基，用ＰＢＳ清洗３次，采取 ＤＣＦＨＤＡ探针，通过激
光共聚焦显微镜及流式细胞术检测各组细胞内

ＲＯＳ水平。为验证实验结果准确性，增加药物处
理浓度，同样设对照组和实验组进行实验，对照组

不加甲萘醌，实验组用２５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ甲萘
醌分别处理 ＮＣＭ４６０细胞２４ｈ，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＮＣＭ４６０细胞各组 ｐ６２蛋白表达水平。在分子
水平上，为进一步证明甲萘醌可诱导肠道细胞的炎

症反应，设对照组和实验组进行实验，对照组不加

甲萘醌，实验组用５、１０μｍｏｌ／Ｌ甲萘醌分别处理细
胞２４ｈ，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＣＭ４６０细胞各组相
关炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的蛋白表达水平。

为证明甲萘醌可以诱导肠道细胞建立炎症细胞

模型，除ＮＣＭ４６０细胞外，进一步验证甲苯醌也能引
起结肠癌Ｃａｃｏ２细胞炎症反应，以此确定实验结果
准确性。将Ｃａｃｏ２细胞接种于６孔板，细胞覆盖率

４５
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达到７０％～８０％时，设对照组和实验组进行实验，对
照组不加甲萘醌，实验组加入１０μｍｏｌ／Ｌ甲萘醌处
理细胞２４ｈ，用ＤＣＦＨＤＡ探针，通过共聚焦显微镜
检测各组 ＲＯＳ水平。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｃｏ２
细胞各组 ｐ６２蛋白表达水平及相关炎症因子 ＩＬ
１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的蛋白表达水平。
２６　西地那非对甲萘醌诱导的ＮＣＭ４６０细胞炎症
模型的影响

将ＮＣＭ４６０细胞接种于９６孔培养板及６孔培
养板中，设对照组、甲萘醌组、甲萘醌 ＋西地那非
组。其中对照组不加药，甲萘醌组只加入甲萘醌

（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ），甲萘醌＋西地那非组加西地
那非（终浓度 ４０μｍｏｌ／Ｌ）与甲萘醌（终浓度
１０μｍｏｌ／Ｌ）的混合液。各组处理细胞 ２４ｈ后，
ＭＴＴ法检测各组细胞活性。采用 ＤＣＦＨＤＡ探针，
通过共聚焦显微镜和流式细胞术检测各组ＲＯＳ水
平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ｐ６２蛋白表达水平及相
关炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的蛋白表达水平。
２７　西地那非对两种肠道益生菌生长的影响

取干酪乳杆菌与鼠李糖乳杆菌的菌液各

２ｍＬ，分别接种至 ＭＲＳ液体培养基１００ｍＬ中，各
自设实验分组为对照组和实验组。对照组不加药，

实验组用２５０、５００μｍｏｌ／Ｌ西地那非处理，每组实
验设３个平行，３７℃摇床培养，在第０、２、４、６、８、
１２、２４、３６ｈ时，采用紫外分光光度计在６００ｎｍ波
长处测定各组吸收度，取平均值。以菌体悬液的吸

收度（Ａ）为纵坐标，培养时间为横坐标，分别绘制
干酪乳杆菌和鼠李糖乳杆菌的生长曲线图。

２８　统计分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０分析软件进行统计

分析，各项指标均以 珋ｘ±ｓ表示，使用单因素方差分
析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）检验比较各组间显著性差
异，Ｐ＜００５被认为具有统计学意义。

(

　结　果

３１　西地那非对ＮＣＭ４６０、Ｃａｃｏ２细胞增殖的影响
用不同浓度的西地那非分别作用 ＮＣＭ４６０、

Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ后，ＭＴＴ检测结果表明，西地那非
对Ｃａｃｏ２细胞增殖的抑制效果比对结肠上皮细胞
ＮＣＭ４６０增殖的抑制效果更为显著，由于８０μｍｏｌ／Ｌ
西地那非对ＮＣＭ４６０细胞仍有较强毒性作用，且１０
和２０μｍｏｌ／Ｌ西地那非对 Ｃａｃｏ２细胞致死率均未

过半，故选择４０μｍｏｌ／Ｌ作为西地那非的处理浓度
开展后续实验（图１）。
３２　西地那非对肠道细胞内ＮＯ及ＲＯＳ水平的影响

由图２所示，西地那非处理２４ｈ后，可以增强
ＮＣＭ４６０细胞（图２Ａ）及 Ｃａｃｏ２细胞（图２Ｂ）内
的ＮＯ水平，同时降低胞内 ＲＯＳ水平，提示西地那
非有可能通过增强细胞内ＮＯ水平，抵抗肠道细胞
内的氧化应激，预防结直肠癌的发生。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＮＣＭ４６０ａｎｄ
Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３３　西地那非对ｅＮＯＳ／ＥＲＫ／ＪＮＫ通路的影响
如图３所示，西地那非处理 Ｃａｃｏ２细胞 ２４ｈ

后，经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，与对照组比较，西地那非
组 Ｃａｃｏ２细胞中 ｅＮＯＳ、ｐｅＮＯＳ、ｐＪＮＫ１／２及
ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平显著上调。与西地那非
组相比，西地那非与ＬＮＡＭＥ联合用药组中ｅＮＯＳ、
ｐｅＮＯＳ、ｐＪＮＫ１／２及 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平明
显下调，提示西地那非对于结直肠癌的抑制效果可

能与ｅＮＯＳ／ＥＲＫ／ＪＮＫ通路相关。
３４　甲萘醌诱导肠道细胞建立炎症细胞模型

用不同浓度的甲萘醌处理ＮＣＭ４６０细胞２４ｈ，
经激光共聚焦显微镜观察（图４Ａ）及流式细胞术
检测（图４Ｂ），ＮＣＭ４６０细胞内 ＲＯＳ水平升高，且
呈现剂量相关性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，甲
萘醌可以上调 ＮＣＭ４６０细胞内 ｐ６２蛋白表达水平
（图４Ｃ）及相关炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的蛋
白表达水平（图４Ｄ）。为进一步验证以上实验结
果，用１０μｍｏｌ／Ｌ甲萘醌处理 Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ，激
光共聚焦显微镜检测结果表明，甲萘醌可以诱导

５５



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０２０，５１（１）：５２－５９ 第５１卷

Ｃａｃｏ２细胞内 ＲＯＳ水平升高（图 ４Ｅ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果表明，甲萘醌可以上调Ｃａｃｏ２细胞内
ｐ６２蛋白表达水平及相关炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６、
ＴＮＦα的蛋白表达水平（图４Ｆ）。以上结果表明
甲萘醌可以通过诱导肠道细胞建立炎症模型。

３５　西地那非对甲萘醌诱导的ＮＣＭ４６０细胞炎症
模型的影响

与甲萘醌组相比，ＭＴＴ实验结果表明，甲萘

醌 ＋西地那非组可降低甲萘醌对细胞的毒性（图
５Ａ）。激光共聚焦显微镜（图５Ｂ）及流式细胞术
检测（图５Ｃ）结果表明，甲萘醌＋西地那非组可降
低了细胞内 ＲＯＳ水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表
明，甲萘醌＋西地那非组下调了ｐ６２、ＩＬ１β、ＩＬ６及
ＴＮＦα蛋白表达水平（图５Ｄ）。表明西地那非可
缓解甲萘醌诱导的细胞炎症，减轻甲萘醌对肠上皮

细胞的毒性。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＲＯＳａｎｄＮＯｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｅｌｌｓ
Ａ：ＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｏｎｔｈｅｅＮＯＳ／ＥＲＫ／ＪＮＫｐａｔｈｗａｙｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｅＮＯＳ，ｐｅＮＯＳ，ｐＪＮＫ１／２，ｐＥＲＫ１／２ｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｅＮＯＳ，ｐｅＮＯＳ，ｐＪＮＫ１／２，ｐＥＲＫ１／２
ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ；ｃ：Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ＋ＮＧｎｉｔｒｏＬａｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｍｅｎａｄｉｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｅｌｌｓｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｎａｄｉｏｎｅｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＲＯＳｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＬＳＣＭ）；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｏｆＲＯＳｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）；Ｃ，Ｄ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｎａｄｉｏｎｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐ６２
（Ｃ）ａｎｄＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦα（Ｄ）ｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｅ：ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｎａｄｉｏｎｅｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＲＯＳｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＬＳＣＭ；Ｆ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｎａｄｉｏｎｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐ６２，ＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｄｅｌｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｅｎａｄｉｏｎｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴ；Ｂ：ＬｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＬＳＣＭ；Ｃ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；
Ｄ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ６２，ＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：Ｍｅｎａｄｉｏｎｅ；ｃ：Ｍｅｎａｄｉｏｎｅ＋Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｅｎａｄｉｏｎｅｇｒｏｕｐ
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３６　西地那非对两种肠道益生菌生长的影响
将不同浓度的西地那非处理干酪乳杆菌和鼠

李糖乳杆菌３６ｈ，结果表明加入高浓度西地那非对

干酪乳杆菌（图６Ａ）和鼠李糖乳杆菌（图６Ｂ）的
生长并无明显影响，证明了西地那非可能在不影响

肠道菌群稳态的情况下，发挥抑癌效果。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｓｅｉ（Ａ）ａｎｄＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ（Ｂ）

*

　讨　论

Ｓｈａｒｍａｎ等［２３］研究发现西地那非可以显著降

低小鼠患结直肠癌的风险。同时有研究表明 ＮＯ
可通过上调 ｐＥＲＫ１／２的表达水平诱导肝癌细胞
凋亡［２４］。本研究结果表明，西地那非对正常结肠

上皮细胞无明显毒性，但是对于 Ｃａｃｏ２细胞有明
显的抑制作用，同时西地那非可以提高肠道细胞内

ＮＯ水平，通过上调内皮型一氧化氮合成酶
（ｅＮＯＳ）的蛋白表达水平，激活磷酸化的细胞外信
号调节激酶（ｐＥＲＫ１／２）及磷酸化 ｃＪｕｎ氨基末端
激酶 １／２（ｐＪＮＫ１／２），这可能是西地那非抑制
Ｃａｃｏ２细胞生长的主要原因。

有研究表明，西地那非存在抗炎潜能［２５］。本

研究证明西地那非可降低肠道细胞内的 ＲＯＳ水
平，进而降低结直肠癌发生的概率。当外界不良因

素进入人体会影响免疫系统和胃肠道细胞，在分子

水平上触发与炎症相关的信号传导途径，同时诱导

促炎细胞因子的反式激活，如肿瘤坏死因子（ＴＮＦ
α）、白细胞介素１（ＩＬ１β）和白细胞介素６（ＩＬ６），
其表达增加可能导致细胞损伤甚至凋亡。ｐ６２是
一种多功能、应激诱导的支架蛋白，参与多种细胞

过程，包括自噬清除、炎症反应调节和氧化还原稳

态，研究证明ｐ６２与线粒体功能和炎性小体活化有
关［２６］。本研究采用甲萘醌处理 ＮＣＭ４６０细胞及
Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ，发现甲萘醌可剂量依赖性地升高
细胞内 ＲＯＳ水平，同时上调 ｐ６２、ＩＬ６、ＩＬ１β及

ＴＮＦα蛋白表达水平，因此建立了甲萘醌诱导结肠
上皮细胞的炎症模型，这对今后模拟外界环境因素

诱导肠道炎症模型提供了实验参考。最后本研究

发现西地那非与甲萘醌联合作用于细胞，可减缓甲

萘醌对细胞的毒性，进一步证明了西地那非可以有

效地改善肠道细胞炎症反应，通过抵抗外界条件引

起的氧化应激反应，预防结直肠癌的发生。

有研究证明干酪乳杆菌［４，２７］和鼠李糖乳杆

菌［２８－３０］都具有抗炎及维持肠道菌群平衡的作用。

本研究证明西地那非对干酪乳杆菌和鼠李糖乳杆

菌的生长无不良影响。这些结果提示西地那非可

能在不破坏菌群平衡的状态下，能够有效地改善肠

道细胞炎症反应，通过改善外界条件引起的氧化应

激反应，预防结直肠癌的发生。
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